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Vorrichtung zur Detektion von Oligo- und/oder Polynukleotid-Hybridisierungen 



Beschreibung 



Die vorliegende Erfindung betrifft eine Vorrichtung mit der die Hybridisierung von Oligo- 
und/oder Polynukleotiden nachgewiesen werden kann. Dariiber hinaus betrifft die Erfindung 
eine Anordnung, mit der verschiedene Oligo- und/oder Polynukleotide mittels 
elektrochemischer Messungen nachgewiesen werden konnen. 

Hybridisierungen von Oligo- und Polynukleotiden mit den unterschiedlichsten 
Nukleinsauretragermaterialien und Wechselwirkungen spezifischer Enzyme mit solchen 
Tragermaterialien, die eingesetzt werden, urn Desoxyribonukleinsauren oder 
Ribonukleinsauren zu modifizieren, sind in alien Bereichen der Molekularbiologie von 
besonderem Interesse. Deshalb wird der Nachweis von spezifischen Sequenzen auf vielen 
Gebieten in zunehmendem MaBe immer wichtiger, z.B. in der klinischen Diagnostik. Die 
Analyse von biomolekularen Wechselwirkungen ist ein vielseitiges Werkzeug urn die 
Bindung von beispielsweise Rezeptor-Liganden-Paaren ohne radioaktive Markierung zu 
bestimmen. 

Insbesondere die DNA als Trager vererbter oder implementierter Information ist in den letzten 
Jahren zum wichtigsten Forschungsobjekt der Bioanalytik geworden. Durch die Aufklarung 
der Sequenzen der Genome erhofft man sich einen Einblick in die molekularbiologischen 
Grundlagen des Lebens und damit auch in Abweichungen von der .,Normalitat". Die 
Abweichungen konnen natiirlicher Art sein und in Folge zu Krankheiten fuhren, konnen aber 
auch erst durch gentechnische Veranderungen hervorgerufen sein. um z.B. eine gezielte 
Resistenz zu bewirken. 
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Der Nachweis derartiger „Abweichungen %i oder Veranderungen gehort demnach zu den 
wichtigsten Aufgaben der gegenwartigen Bioanalytik. Hierbei ist zu beriicksichtigen, daii 
ohne eine hochquaiifizierte Bioanalytik der Nachweis genetischer Veranderungen nicht 
moglich ist. 

Verschiedene Verfahren zum Nachweis von genetischen Veranderungen oder zum Nachweis 
von der Nukieotidsequenzen in Genen sind bekannt. Zu diesen Verfahren gehort auch die 
Nukleinsaure-Hybridisierung. Unter Hybridisierung versteht man generell die unter 
bestimmten Bedingungen durch Basenpaarung bewirkte Ausbildung doppelstrangiger 
Nukleinsauren aus zwei vollstandig voneinander getrennten, einzelstrangigen Nukleinsaure- 
Molekulen. Dabei wird zwischen DNA-DNA-Hybridisierung und DNA-RNA-Hybridisierung 
unterschieden. Aus dem Stand der Technik sind verschiedene Hybridisierungstechniken, 
beispielsweise Sattigungshybridisierung, Plus-Minus-Hybridisierung, Sandwich- 
Hybridisierung, Erschopfungshybridisierung, Kompetitionshybridisierung, bekannt. Diese 
Hybridisierungstechniken werden unterteilt in Flussigkeitshybridisierung und 
Filterhybridisierung. Bei der Flussigkeitshybridisierung befinden sich beide Reaktionspartner 
in Losung und bei der Filterhybridisierung ist einer der Reaktionspartner an einen Filter 
gebunden, der dann in einer Losung inkubiert wird. die den zweiten Reaktionspartner enthalt. 
Um unspezifische Reaktionen zwischen der in Losung befindlichen Nukleinsaure und dem 
Filtermaterial zu unterdnicken, werden der Hybridisierungslosung meist 
Blockierungsreagenzien zugegeben. 

Nachteilig an diesen Verfahren ist der Einsatz von radioakiv markierten Verbindungen, um 
eine Hybridisierung - nachweisen zu konnen. Diese Verfahren konnen auch nur an 
Arbeitsplatzen durchgefiihrt werden, an denen das Arbeiten mit diesen Substanzen erlaubt ist. 
Alle verwendeten Materialien mussen eigens entsorgt werden, diese Entsorgungsprobleme 
machen diese Verfahren vergleichsweise teuer. Dariiber hinaus ist es nur sehr begrenzt 
moglich, voneinander verschiedene Oligo- oder Polynukleotide in einem Verfahrensschritts 
mittels einer dafur ausgestatteten Anordnung nachzuweisen, dies bedeutet, dafl jeder 
Nachweis meistens einzeln geflihrt werden muB. Eine Massenanalyse mittels eines Arrays in 
einem Schritt kann nur mit groBem Aufwand durchgefuhrt werden und ist auf eine sehr 
geringe Anzahl von parallelen Messungen beschrankt. 
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Gerade in der Bioanalytik wurden in den letzten Jahren groBe Anstrenungen unternommen mit 
Hilfe von Biosensoren Nachweissysteme fur die unterschiedlichsten Anforderungen zu 
entwickeln. Diese Sensoren werden immer haufiger benotigt, um Analysen rasch und am Ort 
5 des Geschehens durchzufuhren. Dafur werden insbesondere Molekiile benotigt, die das Ziel 
erkennen konnen. Gleichzeitig miissen die vielen anderen ebenfalls vorhandenen Stoffe 
ignoriert werden. Ein Biosensor muB also die Voraussetzung erfiillen, daB der Vorgang der 
Erkennung/Bindung nachgewiesen und in ein meflbares Signal „iibersetzt" werden kann. 
Diese „Ubersetzung" stoBt jedoch auf Schwierigkeiten, so daB ein Bedarf an einem einfach 
10 durchfuhrbaren Nachweissystem besteht. Sowohl fur Monosysteme als auch fur multiple 
Systeme ist es erforderlich, daB die komplementaren und/oder teilweise komplemetaren 
Sequenzen der nachzuweisenden Oligo- und/oder Polynukleotide immobilisiert auf einer 
Oberflache angeordnet sind. Aus dem Stand der Technik ist ein solches System nicht bekannt. 

15 Neben den oben beschriebenen Hybridiserungsverfahren wurden in den letzten Jahren weitere 
Verfahren entwickelt, um Bindungen zwischen Oligo- oder Polynukleotiden mit 
Nukleinsauren nachzuweisen. Grundlegendes Prinzip ist die sensitive Bestimmung von 
Anderungen des Brechungsindex auf einer Wellenleiteroberflache, die zu einer wirksamen 
Diskriminierung zwischen gebundenen und nicht gebundenen Spezies fiihrt. Zu diesen 

20 Bestimmungsmethoden gehort auch die Oberflachenplasmonresonanzmethode (SPR). 

Bei der SPR werden die Anderungen im Brechungsindex in einer Schicht, die auf einer 
diinnen Metallschicht aufgebracht ist, durch konsequente Anderung der Intensitat eines 
reflektierenden Lichtstrahls detektiert. Sensitive Oberflachen, die in der SPR eingesetzt 

25 werden, sind in der EP 0 589 687 beschrieben. Nachteilig an diesen sensitiven Oberflachen ist 
jedoch, daB sie nur fur dieses SPR-Verfahren eingesetzt werden konnen, da bei diesem 
Verfahren sehr gute Leitfahigkeitseigenschaften des Metalls Voraussetzung sind, um die 
Anderungen im Brechungsindex nachzuweisen. Andere Metalle als die hier beschriebenen 
Metalle Gold, Silber, Aluminium, Kupfer haben eine niedrigere Leitfahigkeit und sind deshalb 

30 zu schlecht fur das SPR-Verfahren. Auch bei diesem Verfahren ist es nicht moglich, eine 
groBere Anzahl gleichzeitiger Nachweise mit einer einzigen Vorrichtung oder Anordnung zu 
fiihren. 
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Auf Grund der oben beschriebenen Nachteile der bisher bekannten Verfahren, besteht deshalb 
ein Bedarf an Nachweissystemen, die ohne radioakive Markiemngen auskommen, mit denen 
die Hybridisierung von Oligo- und/oder Polynukleotiden nachgewiesen werden kann, die 
5 universell und die dariiber hinaus auch als Multisensorarry einsetzbar sind. 

Eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es deshalb, eine Vorrichtung zu schaffen, mit der 
in einfacher Weise die Hybridisierungen von Oligo- und/oder Polynukleotiden nachgewiesen 
werden konnen und mit denen die oben genannten Nachteile vermieden werden konnen. 

10 

Eine weitere Aufgabe besteht darin, eine Anordnung bereitzustellen, mit der es moglich ist, 
die Hybridisierung verschiedener Oligo- und/oder Polynukleotiden in einem und/oder 
mehreren Verfahrensschritten nachzuweisen. 

15 Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung wird dadurch gelost, dafi eine Vorrichtung 
bereitgestellt wird, die dadurch gekennzeichnet ist, daB sie eine Elektrode aus einem Metall 
oder einer Metall(Legierung) mit einer sensitiven Oberflache aufweist, die Monoschicht oder 
einen Monoschicht-Rezeptor urnfafit, die bzw. der auf dieser Elektrodenoberflache 
immobilisiert ist. Die Metall(Legierung) wird zunachst mit einer Verbindung, ausgewahlt aus 

20 der Gruppe, bestehend aus HS-X, S=X, X-S-S-Y oder XSi(R 3 ), wobei X und Y beliebige 
Molekiilfragmente darstellen, insbesondere funktionalisierte oder unfanktionalisierte 
Alkylfragemente, quervernetzende Verbindungen, insbesondere solche, die konjugierte 
Doppel- und/oder Dreifachbindungen aufweisen und R fur -OH und/oder ein und/oder 
mehrere identische und/oder verschiedene Halogene steht besonders bevorzugt sind 16- 

25 Mercaptohexadecansaure, 1 6-Mercaptohexadecanamin, aktiviert, um dann uber eine Metall - 
Schwefel-Bindung eine Monoschicht auszubilden, an die dann komplementare oder teilweise 
komplementare Oligo- und/oder Polynukleotide, PNA oder Antikorper/Antigene kovalent 
gebunden werden. Dariiber hinaus hat sich der Einsatz von HS-(CH2) n -(SiR2-0-SiR2) m - 
(CH 2 )w-SH, wobei n=2 bis 25, m=l bis 10, w=2 bis 25 fur dieses Verfahren als ebenso 

30 vorteilhaft erwiesen wie die Verwendung von Epoxy-terminierten Alky lthiol verbindungen. 
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Das Nachweisverfahren zeichnet sich dadurch aus, daB Anderungen auf oder innerhalb der 
sensitiven Oberflache der Elektrode, daB heiflt die Hybridisierung von komplementaren oder 
teilweise komplementaren Oligo- und/oder Polynukleotidsequenzen, mittels 
elektrochemischer MeBmethoden, insbesondere kapazitiver MeBmethoden nachgewiesen 
5 werden. 

Die erfindungsgemafie Elektrode und/oder Elektrodenanordnung kann deshalb je nach 
Verwendung als Biosensor, Chemosensor, DNA-Sonde oder als Array mit beliebiger Anzahl 
gleicher oder verschiedenen Elektroden eingesetzt werden. Diese Verwendung hat den 
10 Vorteil, daB die erfindungsgemafie Vorrichtung direkt in einem Probenmedium eingesetzt 
werden kann, ohne daB langwierige Reinigungsschritte der nachzuweisenden Substanzen 
notwendig werden. AuBerdem ist es moglich Metallschichten von beliebiger Dicke oder 
Geometrie einzusetzen. 

0 

15 Mit der erfindungsgemafien Vorrichtung und dem Verfahren ist es nun moglich, Oligo- 
und/oder Polynukleotide, insbesondere Desoxyribonukleinsauren (DNA), Ribonukleinsauren 
(RNA), synthetische Polyamid- oder Peptidnukleinsauren (PNA), NukJeinsauren, die ganz 
oder teilweise zueinander kompiementar sind nachzuweisen, sowie die Wechselwirkungen 
zwischen Antikorpern und Antigenen zu detektieren. Daruber hinaus konnen je nach Art des 

20 Rezeptors/ der an der sensitiven Oberflache der Elektrode gebunden ist, Viren, Phagen, 
Prionen, Mikroorganismen und dergleichen nachgewiesen werden. 

Bei Verwendung der erfindungsgemaBen Elektrode in einem Sensorenarray, der sich aus 
vielen einzelnen Elektroden zusammensetzt, ist es nun moglich, in einem und/oder mehreren 
25 Verfahrensschritten eine Vielzahl der unterschiedlichsten Fragmente nachzuweisen. 

Der Aufbau der erfindungsgemaBen Vorrichtung wird nun im folgenden beschrieben. Als 
Material fur die Elektrode eignet sich jede feste leitende oder halbleitende Substanz, 
vorzugsweise ein Metall, wie Ag, Au, Pt, Pd, eine Legierung, insbesondere Au/Pd, Ag/Pd, 
30 Au/Cr, ein Halbleiter, z.B. GaAs, Si, Ge. 
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Besonders bevorzugt ist eine Elektrode, die aus einem Silizium-Wafer-Stuckchen, daB 
zunachst mit einer Titan-Palladium- oder Chromschicht als Haftvermittler versehen wird und 
anschlieBend mit einer Legierung aus Palladium und Gold im Verhaltnis von mindestens 65 % 
Au und bis zu 35 % Pd ? beschichtet wird, besteht. Die so beschichtete Elektrode wird dann 
5 mit 1 6-Mercaptohexadecansaure behandelt Auf diese alkylthiolbeschichteten 
Elektrodenoberflache werden dann die komplementaren oder teilweise komplementaren 
Oligo- und/oder Polynukleotidsequenzen der nachzuweisenden Sequenzen immoblilisiert. 
Diese Immobilisierung kann durch unterschiedliche Verfahren erfolgen. 
(1) Wenn eine aminoterminale Sequenz verwendet wird, wird zuerst die endstandige COOH- 
1 0 Gruppe der 1 6-Mercaptohexadecansaure durch beispielsweise N-Hydroxysuccinimid aktiviert. 
Die Elektrode besitzt dann nach der chemischen Kopplung folgende Struktur: 

Pd/Au(Legierung)-S-(CH 2 )i5-CO-NH-Polynukleotid. 

15 (2) Wenn biotinylierte Polynukleotidsequenzen muB die Immobilisierung von Avidin an den 
aktivierten endstandigen COOH-Gruppen der 1 6-Mercaptohexadecansaure erfolgen und die 
Polynukleotidsequenz wird durch die Avidin-Biotin-Bindung mit der sensitiven Oberflache 
verkniipft. Die Elektrode besitzt dann nach der chemischen Kopplung folgende Struktur: 

20 Pd/Au(Legierung)-S-(CH 2 )i5-CO-NH-Avidin-Biotin-Polynukleotid. 

AnschlieBend wird das Verfahren derart durchgefuhrt, daB die Hybridisierung der 
nachzuweisenden Sequenzen mittels elektrochemischer Messungen, insbesondere der 
Kapazitatsanderung auf und innerhalb der sensitiven Oberflache der Elektrode nachgewiesen 
25 werden kann. 

Daniber hinaus kann die Hybridisierung mit weiteren elektrochemischen Methoden, z.B. 
Impedanzmessungen, Voltammetrie, Messung nicht-Iinearer Impedanzeigenschaften, 
Chronoamperometrie und Chronopotentiometrie detektiert werden. Alle diese Verfahren 
30 konnen sowohl mit als auch ohne Marker durchgefuhrt werden. Unter der Messung der nicht- 
linearen Impedanzeigenschaften versteht man vorzugsweise die Messung der zweiten und 
dritten Oberschwingung, sowie die des kapazitiven Stromes, die sehr empfindlich auf 
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elektrische oder mechanische Anderungen an der Rezeptorschicht reagieren. Diese Verfahren 
sind sowohl fur die Einzelektrode als auch fur einen Elektrodenarray anwendbar. 

Die Detektion der Hybridisierung von Oligo und/oder Polynukleotiden ist auch mit Hilfe von 
5 Fluoreszenzmarkern und Interkalationsfarbstoffen moglich. Urn das Problem des Quenchings 
auf der Metalloberflache der Elektrode zu vermeiden, ist es notwendig, zwischen dem Marker 
und der Metalloberflache der Elektrode eine gewisse Distanz zu schaffen. Es wurde gefunden, 
daB ein an die Metalloberflache der Elektrode gebundener Rezeptor, beispielsweise ein DNA- 
Doppelstrang mit interkaliertem Marker/Fluoreszenzfarbstoff durch die elektrisch gesteuerte 
10 Desorption, die die Thiol-Metall-Bindung der darunterliegenden dielektrischen Basisschicht 
lost, von der Elektrodenoberflache entfernt wird. Die Detektion der daraus resultierenden 
Fluoreszenz/Markerfarbung kann mit einem Fluorimeter oder Fluoreszenzmikroskop erfolgen. 
Dieses Verfahren wird ebenfalls bei Oligo- oder Polynukleotideinzelstrangen oder anderen 
Rezeptoren angewendet, wobei der Marker kovalent oder adsorbtiv an die Molektile bindet. 

15 

Um unspezifische Adsorptionen auf der Elektrodenoberflache zu vermeiden, hat es sich als 
vorteilhaft erwiesen, die Elektrodenoberflache mit fluorierten Verbindung wie HS-(CH 3 ) n - 
(CF 3 ) m -CF 3 zu behandeln, wobei n=0 bis 15 und m=0 bis 25 und m+n grofier gleich 2 sind. 

20 Auflerdern wurde gefunden, daB sich fur die Hybridisierungsreaktion ein Puffersystem aus 10 
mM Tris-HCl, 1 M NaCl, 1 mM EDTA (TE-Puffer) ebenso gut eignet wie ein Puffersystem 
aus 5 mM Imidazol, 100 mM NaCl, pH 7,1 (Imidazoipuffer). Je nach Verwendung konnen 
aber auch auf Phosphat oder Acetat basierende Puffer verwendet werden. 
Mit dem erfindungsgemaBen Sensor ist es moglich, 100 bis 200 nmol/1 Oligo- bzw. 

25 Polynukleotid in Abhangigkeit vom verwendeten Sensor und dem nachzuweisenden Oligo- 
bzw. Polynukleotid zu detektieren. 

Dariiber hinaus wurde festgestellt, dafi ein Temperaturbereich von 5°C bis 50°C, insbesondere 
22 °C bis 37°C fur die Hybridisierungsreaktion optimal ist. 

30 

Das Verfahren der vorliegenden Erfmdungen wird nun mit Hilfe der beigefugten Abbildungen 
naher erlautert. Es zeigen: 
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Figur 1 die kovalente Immobilisierung einer biotinylierten Polynukleotidsequenz auf einer 
Elektrode. die mit 1 6-Mercaptohexadecansaure und Avidin beschichtet wurde, die 
Beschichtung wurde mittels Kapazitatsanderungen verfolgt, 

5 

Figur 2 die kapazitive Detektion der Hybridisierung unterschiedlicher komplementarer 
Polynukleotidfragmente, wobei der komplementare Strang kovalent an eine co- 
funktionalisierte Alkylthiolschicht auf einer Goldlegierung gebunden ist ? 

10 Figur 3 die Kinetik der DNA-Hybridisierung bei Zugabe einer bestimmten DNA- 
Konzentration, 

Figur 4 die Gesamtanderung der Kapazitat, aufgeteilt auf die Einzelschritte der 
Sensorvorbereitung und der Anwendung, 

15 

Figur 5 die Kapazitatsanderung bei der Hybridisierung bei Verwendung der oben 
beschriebenen unterschiedlichen Immobilisierungstechniken, 

Figur 6 den Vergleich der Kapazitatsanderung einer DNA-Soride bei Zugabe von 
20 komplementiiren und nicht-komplementaren Oligonukleotidsequenzen, und 

Figur 7 den Nachweis von Bakteriophagen bei Zugabe verschiedener 
Bakteriophagenkonzentrationen. 

25 Die Abbildungen werden nun im einzelnen erlautert. 

Figur 1 zeigt die Kapazitatsanderung in Abhangigkeit von der Zeit bei der Immobilisierung 
von biotinylierte Polynukleotidsequenzen, wobei zunachst Avidin an den aktivierten 
endstandigen COOH-Gruppen der 1 6-Mercaptohexadecansaure immobilisiert wurde, urn so 
30 die Polynukleotidsequenz durch die Avidin-Biotin-Bindung mit der sensitiven Oberflache der 
Elektrode zu verkniipfen. 
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In Figur 2 wird die Detektion von DNA-Fragmenten auf der sensitiven Oberflache gezeigt. 
Dazu wird ein Biosensor niit der Struktur Au(Legierung)-S-(CH 2 )i5-CO-NH-DNA verwendet 
und der Grad der DNA-Hybridisierung wird bei unterschiedlichen Konzentrationen 
komplementarer DNA durch die Kapazitatsanderung verfolgt. Diese Kapzitatsanderung zeigt 
5 den Grad der DNA-Hybridisierung an. Die vollstandige Hybridisieung eines 22mer auf einem 
24mer-Fragment wird innerhalb kurzer Zeit erreicht. 

Die graphische Darstellung der Kapazitatsanderung in Figur 3 zeigt den Verlauf der 
Hybridisierung von Polynukleotiden an die aktivierte sensitive Oberflache des Biosensors mit 
10 der Struktur Pd/Au(Legienmg)-S^CH 2 )i5-CO-NH-Avidin-Biotin-Polynukleotid ? wobei die 
Kinetik der Hybridisierung als Kapazitatsanderung dargestellt wird, wenn konstante Mengen 
komplementarer oder teilweise komplementarer Polynukleotidsequenzen zu dem Biosensor 
mit der Struktur Pd/Au(Legierung)-S-(CH 2 )i 5 -CO-NH-Avidin-Biotin-Polynukleotid gegeben 
werden. 

15 

Figur 4 zeigt schematisch den Verlauf der Kapazitatsanderungen, wenn schrittweise der 
Biosensor mit der Struktur Pd/Au(Legienmg)-S-(CH 2 )i 5 «CO-NH.Avidin-Biotin-Polynukleotid 
hergestellt wird. 

20 Der Aufbau des Biosensors und das Verfahren zum Nachweis der Hybridisierung von 
Nukleinsauren sind weiter unten beschrieben. 

Fur den Nachweis der Kapazitatsanderung der Hybridisierung, die in Figur 5 dargestellt ist, 
wurden zwei verschiedene Sensortypen verwendet: Au(Legierung)-S-(CH 2 )i 5 -CO-NH- 
25 Oligonukleotidmonostrang (24mer) (Quadrate) und Pd/Au(Legiertmg)-S-(CH 2 )i 5 -CO-NH- 
Avidin-Biotin-Oligonukleotidmonostang (24mer) (Kreise). Die Messungen wurden bei 
Raumtemperatur von 22°C durchgefuhrt. Bei beiden Systemen konnte gezeigt werden, dafi 
nach Zugabe der komplementaren Strange eine Kapazitatsanderung auftritt, mit deren Hilfe 
die Hybridisierung nachgewiesen werden konnte. 

30 

Im Vergleich dazu zeigen die Ergebnisse, die in Figur 6 dargestellt sind, daB bei Zugabe von 
komplementarer (24mer) und nicht komplementarer Oligonukleotidsequenz (21mer) eine 



WO 99/42827 



PCT/DE99/00460 



Starke Hybridisierung der komplementaren Sequenz erhalten wird, wohingegen die nicht 
komplementare Sequenz nur eine unspezifische Adsorption zeigt, die etwa halb so groB ist, 
wie die, die durch die Hybridisierung hervorgerufen wird. 

5 In Figur 7 wird die Kapazitatsanderung beim Nachweis von Bakteriophagen mit einem Sensor 
der Struktur Au-S-(CH 2 )i5-CO-NH-Antik6rper bei Zugabe verschiedener 
Bakteriophagenkonzentrationen. Jedes dargestellte Symbol steht fur eine MeBreihe. 

Neben der Kopplung von Oligonukieotidmonostrangen mit co-funktionalisierten Alkylthiolen 
10 auf Gold oder anderen Metallen oder Legierungen uber Avidin/Biotin und/oder NH 2 -Gruppen 
konnen auch thiolmodifizierte Oligonukleotide zuerst auf Gold adsorbiert werden und die 
Lucken in der selbstorganisierenden Monoschicht mit stabilen Alkylthiolen aufgeftillt werden. 
Auch eine gleichzeitige Beschichtung mit HS-Spacer-Oligonukleotid und Alkylthiolen in 
einem bestimmten Verhaltnis erzeugt die Monoschicht, die fur das Nachweisverfahren mittels 
1 5 Kapazitatsanderung erforderlich ist. In diesem Fall wird die Immobilisierung vereinfacht und 
es kann sofort die Hybridisierung, die weiter oben beschrieben ist, durchgefuhrt werden. 

Dariiber hinaus kann die Hybridisierung und Immobilisierung durch Potentialanderungen 
gesteuert werden. Es wurde gefunden, daB das angelegte Potential sowohl einen EinfluB auf 

20 die Immobilisierung von Oligonukleotidstrangen und Bakteriophagen als auch auf die 
Hybridisierung von Oligonukleotiden hat. Bereits von Kelley, S.O. et al. wurde in Langmuir 
14 (1998), 6781-6784 beschrieben, daB sich doppelstrangige DNA-Helices in Abhangigkeit 
vom angelegten Potential aufgrund ihrer negativ geladenen Phosphorsaurebausteine je nach 
Elektrodenpotential unterschiedlich auf der Elektrodenoberflache orientieren. Darum kann die 

25 Orientierung der DNA gesteuert werden, urn so eine optimale , Konfiguration fur die 
Hybridisierung der Nukleinsaure-Molekule auf der Elektrodenoberflache zu erreichen. 

Die oben beschriebenen Ergebnisse zeigen klar, daB mit der erfindungsgemaBen Elektrode ein 
Biosensor oder eine DNA- Sonde bereitgestellt wird, mit der es mittels Messung der 
30 Kapazitatsanderung moglich ist, die Sequenzen von DNA, RNA, PNA, Genabschnitten, 
genetische Defekte, Veranderungen der Sequenzen in bestimmten Genbereichen. Wirkungen 
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von Antikorpern/Antigenen nachzuweisen. Ebenfalls konnte gezeigt werden, daB mil einem 
Elektrodenarray der Nachweis von vielen verschiedenen Fragmenten moglich ist. 

Die erfindungsgemaBe Elektrode mit der sensitiven Oberflache eignet sich je nach Affinitat 
5 ihrer Oberflache zum Einsatz in der chemischen, medizinischen oder biologischen Analytik. 

Die Gerateeinstellungen (20 Hz, +300 mV) wurden fur eine Zwei-Elektrodenkonfiguration fiir 
sensitive Elektroden mit einer Oberflache von ca. 1 bis 2 mm 2 optimiert. Bei sensitiven 
Elektroden mit einer groBeren Oberflache werden niedrigere Frequenzen fur eine optimierte 
1 0 Messung benotigt, wohingegen sich kleinere Elektroden umgekehrt verhalten. 

Im folgenden Beispiel wird die Herstellung eines Sensors far die Detektion der Hybridisierung 
von Polynukleotidsequenzen beschrieben. 

1 5 Zunachst werden die sensitiven Elektroden wie folgt vorbereitet: 

Silizium-Wafer-Stiickchen mit einer GroBe von 3,20 mm x 10,02 mm und einer Starke von 
450 |im wurden in einem allgemein ublichen SputterprozeB oder BedampfiingsprozeB mit 
einer Elektrode der GroBe 1,56 mm x 1,56 mm (reaktive Oberflache) und einer Zuleitung von 

20 10 fim Breite und 6,65 mm Lange versehen. Die Elektrode wurde aus Titan- und 
Palladiumschichten (Haftvermittler, jeweils 50 nm dick) und einer deckenden Schicht aus 
Goldlegierung (200 nm) aufgebaut. Als Kontaktstelle ftir das MeBsystem wurde am oberen 
Ende der Zuleitungen ein Silberdraht angelotet. Zuerst wurden die Wafer 30 Minuten 
vollstandig in Chloroform p.a. getaucht. Nach dem Trocknen im Stickstoffstrom wurde der 

25 Wafer in eine 1:1 (v/v) Mischung aus Chloroform und Methanol getaucht und 10 Minuten im 
Ultraschallbad behandelt. Analog zu dem verwendeten Chloroform kann bei diesem 
Reinigungsschritt auch Ethanol (99%) und eine 1:1 (v/v) Mischung aus Ethanol und Methanol 
verwendet werden. Der Wafer mit der Goldlegierung wurde fur 5 Minuten in eine heiBe 3 : 1 
(v/v) Mischung aus konzentrierter Schwefelsaure und 30 %iger Wasserstoffperoxidlosung 

30 getaucht. Die Elektroden wurden gnindlich mit Reinstwasser (Millipore: Mili.QPlus-1 85; 1 8,2 
MQcm' 1 ) gespult und getrocknet. Alle Glas- und Teflongerate wurden vor ihrer Verwendung 
in analoger Weise gereinigt. 
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Anschlieflend werden die Elektroden wie nachfolgend beschrieben beschichtet: 

Zur Beschichtung wurde eine Chloroform-Losung verwendet, die 5 mM 16- 
5 Mercaptohexadecansaure enthielt. Durch 15-stiindiges Eintauchen des Wafers bei 
Raumtemperatur in die ungeriihrte Beschichtungslosung wurde die Oberflache der Elektrode 
mit Alkylthiol beschichtet. Zum Entfernen uberschussiger, auf der Oberflache haftender 
Molekiile wurde die Elektrode 15 Sekunden mit Chloroform gespiilt. Nach dem Trocknen im 
Stickstoffstrom und mehrmaligem Waschen mit Reinstwasser wurde die Elektrode in die 
1 0 Meflzelle eingebaut. 

Die Messung wird folgendermafien durchgefuhrt: 

Die Waferplatte mit der alkylthiolbeschichteten Elektrode wurde gemeinsam mit einer 
15 AG/AgCl-Referenzelektrode (Oberflache ca. 1 cm 2 ) an einem Teflonhalter befestigt. der als 
Deckel fur die MeBzelle (Eppendorfcup 1,5 ml) dient und eine Offnung fur die Zugabe und 
Entnahme von Flussigkeiten besitzt. Die Zelle wurde mit Elektrolyt (100 mM KC1, pH 5,1, ca. 
200 bis 300 [il) soweit gefullt, daB die reaktive Oberflache der Goldelektrode und die 
Referenzelektrode (Ag/AgCl) vollstandig eingetaucht waren. Fur eine gleichbleibende 
20 Durchmischung wurde ein Magnetriihrer verwendet. Ein Lock-in- Verstarker mit integriertem 
Sinusgenerator erzeugte ein konstantes Sinussignal mit einer Frequenz von 20 Hz und einer 
Amplitude von 10 mV. Alle Messungen wurden bei Raumtemperatur (22°C) durchgefuhrt. 
Der Lock-in-Verstarker wird auch zur Registrierung des kapazitiven Stroms verwendet. 
zusatzlich zu der Wechselspannung wird eine Gleichspannung (iber einen Spannungsgeber 
25 angelegt. Die Adsorption von Molekiilen auf der Elektrodenoberflache wurde mittels 
Kapazitatsanderung gemessen. Dazu wurde das Mefisignal auf einem x-t Schreiber 
aufgezeichnet und iiber einen 16 bit A-D Umwandler auf den Rechner ubertragen. Zu Beginn 
der Messung wurde die absolute Kapazitat der beschichteten Elektroden bei einem 
elektrischen Potential von +300 mV bestimmt. 

30 
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Daran schliefit sich die Immobilisierung der Oligo- und/oder Polynukleotidsequenzen an: 

Die Immobilisierung von Polynukleotidsequenzen erfolgte auf 2 unterschiedliche Arten. Bei 
der Verwendung von aminoterminalen Sequenzen wurde zuerst die endstandige COOH- 
5 Gruppe der Mercaptohexadecansaure aktiviert. Die Aktivierung wurde beispielsweise mit N- 
Hydroxysuccinimid erreicht. Dazu wurden die beschichteten Elektroden in 5 ml Dioxan 
getaucht und die Losung 10 Minuten geriihrt. Nach Zugabe von 50 mg 
Dicyclohexylcarbodiimid und 25 mg N-Hydroxysuccinimid wurde die Losung fur 4 weitere 
Stunden geriihrt. Nach der Reinigung der aktivierten Elektrode mit Dioxan und Methanol 
10 wurde sie in die Mefizelle gegeben. Die Kapazitatsanderung bei Zugabe einer 
aminofunktionalisierten DNA-Sequenz gibt die Immobilisierungsrate an. 
Wird wasserlosliches Carbodiimid EDC als Reagenz verwendet, so kann die Immobilisierung 
direkt in der MeBzelle ohne externe AJctivierung erfolgen. 

Bei Verwendung von biotinylierten Polynukleotidsequenzen wird die Immobilisierung von 
15 Avidin an die aktivierten endstandigen COOH-Gruppen der Mercaptohexadecansaure 
notwendig, wobei die Polynukleotidsequenz nach Spulen und Pfufferwechsel durch die 
Avidin-Biotin-Bindung mit der Oberflache verkniipft wurde. 

Der Nachweis der Hybridisierung wird wie folgt durchgefuhrt: 

20 

Alle Hybridisierungsmessungen wurden mit Elektroden aus Palladium-Goid-Legierungen, 
Goldelektroden und Palladiumelektroden durchgefuhrt. 

Die Detektion von DNA erfordert den Aufbau einer sensitiven Oberflache, wie sie weiter 
25 oben beschrieben ist. Die Messung erfolgt in einem Eppenorf-Cup, der 350 |il Puffer (pH 7,1 ; 
100 mM NaCl; 5 mM Imidazol) enthalt. Zu einem Biosensor mit der Struktur Au(Legierung)- 
S-(CH 2 )i5-CO-NH-DNA oder Au(Legierung)-S-(CH 2 )t 5 -CO-NH-Avidin-Biotin-DNA werden 
unterschiedliche Konzentrationen an komplementarer DNA gegeben und die Hybridisierung 
mittels Kapazitatsanderung gemessen (Figur 2). Bei Zugabe einer konstanten Menge des 
30 komplementaren Stranges wurde die Kinetik der Hybridisierung kapazitiv gemessen. Die 
Zugabe nicht-komplementarer DNA und RNA zeigt hingegen keine oder geringe 
Kapazitatsanderungen. 
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Zu einem Biosensor der Struktur Au(Legierung)-S-(CH 2 )i5-CO-NH-DNA werden 
unterschiedliche Mengen eines komplemetaren 22mer-DNA-Fragementes gegeben und die 
Hybridisiemng mittels Kapazitatsanderung verfoigt (Figur 3). 

5 

Ebenfalls konnte ein System mit einem HS-Spacer-Oiigonukleotid (poly A) und Oktanthiol 
gezeigt werden, dafi eine Immobilisierungsschritt nicht erforderlich ist, bei Zugabe des 
komplementaren Stranges poly T wurde eine Kapazitatsanderung von mehreren Prozenten 
erreicht. 

10 

Eine weitere Moglichkeit die Hybridisiemng von Oligo- oder Polynukleotiden mittels 
elektrochemischer Methoden nachzuweisen, besteht darin, daB zuerst ein 
Nukleotiddoppelstrang auf der Elektrode immobilisiert wird. Einer der beiden Strange verfugt 
uber mindestens eine funktionelle Gruppe, die uber eine chemische Kopplung an die 

15 endstandigen Gruppen der Monoschicht bindet. Besitzt der Nukleotidstrang z.B. eine 
Thiolgruppe, kann er direkt auf die Metalloberflache der Elektrode aufgebracht werden. 
Erfolgt nun die Denaturierung des gebundenen Doppelstranges durch Temperaturerhohung 
oder andere Methoden, bleibt nur der gekoppelte Einzeistrang auf der Elektrodenoberflache in 
orientierter Form zuriick. Nach dem Wechsel der Elektrolytlosung, wobei die freie 

20 Nukletidsegmenten entfernt werden, kann der zugehorige komplementare Strang nun 
detektiert werden. 

Die oben beschriebenen Ergebnisse zeigen klar, dafi mit der erfindungsgemafien Vorrichtung, 
ein Nachweissystem geschaffen werden konnte, mit dem alle Nachteile, die aus dem Stand der 

25 Technik bekannt sind, uberwunden wurden und die durch eine hohe Selektivitat und Spezifitat 
ausgezeichnet ist. Insbesondere konnte gezeigt werden, dafi die Hybridisiemng von Oligo- 
und Polynukleotide mittels elektrochemischer Messungen nachgewiesen werden kann, ohne 
dafi strenge Einschrankungen in der GroBe und Geometrie der sensitiven Oberflache oder die 
Nachteile, die bei Verwendung von radioaktiv markierten Verbindungen hingenommen 

30 werden miissen, auftreten. 
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Vorrichtung zur Detektion von Oligo- und/oder PoIynukJeotid-Hybridisierungen 

5 

Anspriiche 

1. Vorrichtung zum Nachweis von Oligo- und/oder Polynukleotiden, dadurch 
gekennzeichnet, daB sie eine Elektrode mil einer sensitiven Oberflache aufweist. 

10 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die sensitive Oberflache der 
Elektrode aus einem Metall oder einer Metall(Legierung) besteht, auf der eine 
organische Monoschicht oder eine organische Monoschicht mit einem Rezeptor 
aufgebracht ist. 

15 

3. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB die 
organische Monoschicht oder die organische Monoschicht mit Rezeptor iiber eine 
Schwefel-Metall-Bindung an die Elektrode gebunden ist. 

20 4. Vorriditung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Metall(Legierung) mit einer Verbindung, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus HS- 
X, S=X, X-S-S-Y oder XSi(R 3 ), wobei X und Y beliebige Molekiilfragmente darstellen, 
insbesondere fiinktionalisierte oder unfunktionalisierte Alkylfragemente, 
quervernetzende Verbindungen, insbesondere solche, die konjugierte Doppel- und/oder 

25 Dreifachbindungen aufweisen oder Epoxyde und R fur -OH und/oder ein und/oder 

mehrere identische und/oder verschiedene Halogene steht, beschichtet ist. 

5. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dafl organische 
Molekiile, insbesondere Alkylthiolverbindungen auf der Metall(Legierung) eine 
30 Monoschicht ausbilden, an die dann komplementare oder teilweise komplementare 

Oligo- und/oder Polynukleotide, wie DNA, RNA, PNA, sowie Antikorper/Antigene der 
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nachzuweisenden Verbindungen, wie DNA, RNA, PNA, Viren, Phagen, Prionen, 
Antikorper/Antigene kovalent gebunden sind. 

6. Vorrichuing nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dafl die 
5 Metall(Legierung) mit einer Verbindung, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus 16- 

Mercaptohexadecansaure, 1 6-Mercaptohexadecanamin, HS-(CH2) n -(SiR 2 -0-SiR2) m - 
(CH 2 ) W -SH, wobei n=2 bis 25, m=l bis 10, w=2 bis 25 darstellen, die Monoschicht 
ausbildet. 

10 7. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dafl das 
Material fur die Elektrode, ausgewahlt wird aus der Gruppe, bestehend aus einem 
Metalh insbesondere Ag, Au, Pt, Pd, einer Legierung, insbesondere Au/Pd, Ag/Pd, 
Au/Cr, einem Halbleiter, insbesondere GaAs, Si, Ge. 

15 8. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dafl die 
Elektrode die Struktur Pd/Au(Legierung)-S-(CH 2 )i5-CO-NH-Polynukleotid, wobei n=2 
bis 30 ist, aufweist. 

9. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dafl die 
20 Elektrode die Struktur Pd/Au(Legierung)-S-(CH 2 )i 5 -CO-NH-Avidin-Biotin- 

Polynukleotid, wobei n= 2 bis 30 ist, aufweist. 



10. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dafl die 
Hybridisierung von komplementaren oder teilweise komplementaren Oligo- und/oder 
25 Polynukleotidsequenzen, wie DNA, RNA, PNA, sowie Antikorper/Antigene, Viren, 

Phagen, Prionen der nachzuweisenden Verbindungen mittels elektrochemischer 
Meflmethoden detektiert werden. 



11. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dafl die 
30 Hybridisierung von komplementaren oder teilweise komplementaren Oligo- und/oder 

Polynukleotidsequenzen mittels kapazitiver Meflmethoden, Impedanzmessungen, 
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Voltammetrie, Messung nicht-linearer Impedanzeigenschaften, Chronoamperometrie, 
Chronopotentiometrie detektiert wird. 

12. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, daB sie aus 
mehreren Elektroden mit sensitiven Oberflachen besteht. 

13. Verwendung der Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 12 als Biosensor. 

14. Verwendung der Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 12 als Chemosensor. 

15. Verwendung der Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 12 als DNA-Sonde. 

16. Verwendung der Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 12 als Multisensorarray 
mit mehreren sensitiven Elektroden zum Nachweis gleicher und/oder verschiedener 
Oligo- und/oder Polynukleotidsequenzen, wie DNA, RNA, PNA, sowie 
Antikorper/Antigene, Viren, Phagen, Prionen in einem oder mehreren 
Verfahrensschritten. 
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